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Sammendrag 
Heroin er et mye misbrukt opioid som er involvert i de fleste narkotikarelaterte dødsfallene i 
Norge. Utvikling av såkalt farmakokinetisk rettet terapi har i den senere tid fått økende 
interesse, men detaljert kunnskap om heroinmetabolisme i menneske er mangelfull. Tidligere 
studier av heroinmetabolisme har hovedsakelig blitt utført med forsøksdyr som rotter og mus. 
Det eksisterer artsforskjeller i esteraseaktivitet som kompliserer ekstrapolering til menneske, 
og gjør at det stilles spørsmål ved overføringsverdien til dyrestudier av heroinmetabolisme. 
Målet med denne studien var å studere heroinmetabolisme i humane leverpreparater, og 
identifisere hvilke esteraser som var medvirkende. Kommersielle humane levermikrosomer 
og homogenisert humant levervev fra pasienter ved Oslo Universitetssykehus ble brukt som 
studiemateriale i denne oppgaven. LC-MS/MS ble brukt for kvantifisering av heroin og 
heroin-metabolitter. In vitro studier av heroin- og 6-MAM-metabolisme med og uten 
tilsetning av esteraseinhibitorer ble utført i humant leverhomogenat og/eller levermikrosomer. 
Esteraseinhibitorer ble brukt for å identifisere esteraser involvert i heroinmetabolisme, og 
resultatene indikerte at karboksylesterase og acetylkolinesterase var viktige for hepatisk 
omdannelse av heroin hos menneske. Resultatene antydet også at viktige 
heroinmetaboliserende enzymer var lokalisert i levermikrosomfraksjonen. Kofaktoren 
UDPGA ble også tilsatt i leverhomogenat og levermikrosomer for å påvise glukuronidering 
av morfin til metabolittene morfin-3-glukuronid og morfin-6-glukuronid, uten å gi forventede 
resultater. Beregning av kinetiske parametere indikerte at nedbrytningen av heroin og 6-MAM 
skjer svært raskt i humant leverhomogenat og humane levermikrosomer. På tross av at human 
lever metaboliserer heroin mer effektivt sammenliknet med rottelever, har artene tilnærmet lik 
in vivo halveringstid for heroin. Våre studier antyder derfor at rotte er en god 
modellorganisme for in vivo studier av heroinmetabolisme. Våre studier indikerer også at 
humane levermikrosomer kan erstatte humant leverhomogenat som in vitro-modell for 
hepatisk biotransformasjon av heroin i videre studier. 
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Forkortelser 
6-MAM  6-monoacetylmorfin  
AChE Acetylkolinesterase 
ACN Acetonitril 
BChE Butyrylkolinesterase 
Benzylisatin  1-benzyl-1H-indole-2,3-dione  
BNPP Bis(4-nitrofenyl)fosfat  
BW284c51  1,5-Bis(4allyldimetylammoniumfenyl)pentan-3-one dibromid  
CE Karboksylesterase 
Cmax Konsentrasjonsmaksimum 
CYP Cytokrom P450 
d Deuterert 
ER Endoplasmatisk retikulum 
ESI+ Elektrospray i positiv modus 
Ethopropazin  10-(2 Dietylaminopropyl)fenothiazin,10-[2-
(Dietylamino)propyl]fenothiazin 
FHI Folkehelseinstituttet 
g Gravitasjon 
hCE1/2 Human karboksylesterase 1/2 
HLM Humane levermikrosomer 
HPLC Høytrykks-væskekromatografi 
Iso-OMPA  Tetraisopropyl pyrofosforamid  
K Ratekonstant 
Kap Kapittel 
LAR Legemiddelassistert rehabilitering 
LC-MS/MS  Væskekromatografi med tandem massespektrometri 
LOD Laveste dekteksjonsnivå 
M3G  Morfin-3-glukuronid  
M6G  Morfin-6-glukuronid  
MeOH Metanol 
10 
 
NaCl Natriumklorid 
NADP+ / NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat 
Neostigmin 3-(N,N-Dimetylcarbamoyloxy)-N,N,N,-trimetylanilinium bromid 
REK Regionale komiteer for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk 
rpm Runder per minutt 
Rt Retensjonstid 
SEM  Standardfeil fra gjennomsnittet 
Std Standard 
T1/2 Halveringstid 
Tmax Tid for Cmax 
U Enheter 
UDPGA  Uridin 5'-difosfat-glukuronsyre  
UDP-GT  Uridin 5'-difosfat- glukuronosyltransferase  
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1 Introduksjon 
1.1 Rusmiddelet heroin  
1.1.1 Historien til heroin 
Heroin ble først syntetisert i 1874 av den engelske kjemikeren Charles 
Alder Wright, og ble hevdet å ha en mer intens og mindre 
avhengighetsskapende effekt enn morfin. Heroin ble introdusert på 
markedet i 1898, og ble da markedsført som et hostelindrende 
legemiddel rettet mot pasienter med lungesykdommer som astma og 
bronkitt (se Figur 1.1). Nye studier fremkom som knuste oppfatningen om at heroin var lite 
avhengighetsdannende, men år med uregulert salg av heroin og dermed lett tilgjengelighet 
hadde startet en heroinavhengighetsepidemi i USA. Epidemien traff Europa på et senere 
tidspunkt da reguleringen av legemidler her var strengere. Først i 1924 ble det vedtatt 
medisinsk forbud mot heroin i USA. Årsakene til at heroin ble så populært skyldtes enklere 
administrering og høyere potens enn morfin, samt at heroin var lettere tilgjengelig enn opioid-
analogen kodein som følge av at heroin var fritt omsettelig (Higby 1986; Scott 1998; Sneader 
1998).   
I dag brukes morfin mye i klinisk praksis, mens heroin er et illegalt opioid som står for 
mesteparten av ikke-medisinsk opiatbruk i Norge. Både heroin og morfin er begge effektive 
smertestillende midler, men produserer også uønskede effekter som respirasjonsdepresjon, 
toleranse og avhengighet (Selley et al. 2001). Derfor er erstatninger ettertraktet, men 
opioidene har vist seg å være unike som analgetika.  
1.1.2 Samfunnsbelastninger som følge av heroinmisbruk 
Misbruk av narkotiske stoffer er forbundet med en rekke negative konsekvenser, blant annet 
sosiale og helsemessige problemer. Spesielt hyppig oppstår narkotikarelaterte problemer hos 
personer som injiserer forbindelsene i blodet. Ofte er det tyngre rusmisbrukere som anvender 
denne administrasjonsruten, hvorav heroinmisbrukere utgjør en stor andel. Heroin er ansett å 
være et av de mest avhengighetsskapende rusmidlene vi vet om (Anthony et al. 1994), og 
injiserende heroinister topper statistikken for antall overdosedødsfall i Europa. Med 50 
Figur 1.1: 
Heroinbeholder 
fra 1800-tallet 
produsert av det 
tyske firmaet 
Bayer. 
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omkomne per million er Norge et av de landene i Europa som har flest narkotikarelaterte 
dødsfall per innbygger, hvorav opiater er involvert i 80 % av disse. I tillegg utgjør 
sprøytebruk en høy risiko for overføring av infeksjonssykdommer som HIV og hepatitt C 
(EMCDDA 2014). Heroinmisbruk er også ofte forbundet med annen kriminalitet som bidrar 
til å ytterligere belaste samfunnet økonomisk.        
1.2 Heroins metabolisme og kjemiske egenskaper 
1.2.1 Heroinsyntese 
Morfinmolekyler finnes naturlig i lateksen1 i frøkapslene til Opiumsvalmuen (Papaver 
somniferum) og kan ekstraheres herfra. Under fremstilling av heroin brukes 
eddiksyreanhydrid som acetylerende reaktant, hvor morfins to hydroksyl-grupper (posisjon 3 
og 6, se Figur 1.2) blir acetylert ved høye temperaturer (Klemenc 2002). Produktet heroin har 
økt hydrofobisitet (Cornford et al. 1982; Oldendorf et al. 1972).  
1.2.2 Heroinmetabolisme 
Heroin utøver ruseffekter i hjernen via aktive metabolitter og fungerer derfor som et 
«prodrug» (Andersen et al. 2009; Gottås et al. 2013; Inturrisi et al. 1983; Selley et al. 2001). 
Etter administrering blir heroin raskt metabolisert av esteraser ved sekvensiell deacetylering 
til 6-monoacetylmorfin (6-MAM), som tregere omdannes videre til morfin (Andersen et al. 
2009; Gottås et al. 2013; Rook et al. 2006a; Way et al. 1960; Way et al. 1965). Morfin blir 
ytterligere omdannet ved glukuronidering til farmakologisk aktive morfin-6-glukuronid 
(M6G) og inaktive morfin-3-glukuronid (M3G) (Glare & Walsh 1991; Milne et al. 1996; 
Rook et al. 2006a) (se Figur 1.2). Morfinglukuronider er hydrofile forbindelser som 
hovedsakelig skilles ut via urin (Rook et al. 2006a). Det er også påvist at cytokrom P450 
(CYP)-enzymer kan omdanne morfin videre til metabolitten normorfin (Projean et al. 2003). 
 
                                                 
1 Melkeliknende væske hos blomsterplanter 
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Figur 1.2: Metabolisme av heroin til metabolittene 6-MAM, morfin, M3G og M6G. 
Dyrestudier har antydet at heroin etter intravenøs injeksjon raskt omdannes i blodet til 6-
MAM (Boix et al. 2013; Gottås et al. 2013). Selv om heroin er veldig lipofilt og har god 
permeabilitet gjennom blod-hjernebarrieren (Oldendorf et al. 1972), vil bare en liten fraksjon 
av heroindosen nå hjernen. Det kan skyldes at metaboliseringsraten til heroin i blod fremstår 
som svært høy; mye høyere enn heroins overføringsrate til hjernen. I stedet er det påvist at 6-
MAM dannet perifert raskt krysser blod-hjernebarrieren (Boix et al. 2013). Den effektive 
leveringen av aktive metabolitter til hjernen har blitt brukt som en forklaring på de sterke 
avhengighetsskapende egenskapene til heroin, hvor 6-MAM er antatt å være den viktigste 
aktive metabolitten som medierer akutte ruseffekter (Andersen et al. 2009; Bogen et al. 2014; 
Boix et al. 2013; Gottås et al. 2013).  
Heroin 
6-MAM 
Morfin 
Morfin-6- 
glukuronid 
Morfin-3- 
glukuronid 
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1.2.3 Enzymer involvert i heroinmetabolisme 
Esteraser er hydrolaser som splitter esterbindinger, og er viktige for biotransformasjonen av 
mange fremmedstoffer. Enzymene er utbredt i de fleste vev og organer, og er spesifikke for 
visse substrater og inhibitorer. Heroin har to estergrupper (C-32 og C-6, se Figur 1.2) og er 
derfor et substrat for esteraser. Esterasene er klassifisert i tre grupper: kolinesteraser, 
karboksylesterase (CE) og paraoksonase. Studier med forsøksdyr har indikert at 
deacetyleringen av heroin til 6-MAM katalyseres av kolinesteraser (Lockridge et al. 1980; 
Salmon et al. 1999) og CE (Pindel et al. 1997), men store artsforskjeller i esteraseaktivitet er 
påvist (Berry et al. 2009). De samme enzymene katalyserer omdannelse av 6-MAM til morfin 
(Kamendulis et al. 1996; Qiao et al. 2014).  
Paraoksonase har blitt isolert fra plasma og lever, og har vist annen substratspesifisitet enn 
kolinesteraser og CE. I blodet finnes også albumin som har esteraseaktivitet (Li et al. 2005). 
Både paraoksonase og albumin finnes i høye nok konsentrasjoner til å kunne bidra signifikant 
til ester-hydrolyse i plasma hos både mennesker og gangere (Li et al. 2005; Liederer & 
Borchardt 2006), men er ikke kjente heroinmetaboliserende enzymer. Det foreligger mye 
litteratur om esterasene, for oppsummeringsartikler anbefales Klaassen et al. (2008), Liederer 
& Borchardt (2006) og Williams (1985).  
Karboksylesteraser 
Karboksylesteraser er ~ 60 kDa glykoproteiner og er tilstede i mange vev. Hos mennesker har 
karboksylesterase høyest aktivitet i leveren, hvor det høyeste nivået finnes i endoplasmatisk 
retikulum (ER), men aktivitet i lysosomer og cytosol er også betydelig (Klaassen et al. 2008; 
Williams 1985). Det finnes flere isoformer av karboksylesterase, men hovedsakelig to 
isoformer, hCE1 og hCE2, hydrolyserer den største andelen av eksogene estere og amider i 
mennesker (Klaassen et al. 2008). hCE1 finnes i spesielt høye nivåer i leveren, hCE2 finnes 
også her, men i lavere nivåer. Likevel er hCE2 mer aktiv enn hCE1 med hensyn til å 
hydrolysere heroin. Karboksylesterase har et katalytisk sete som inneholder en nukleofil 
serinresidu som deltar i hydrolysen. Derfor kalles disse enzymene også serin-esteraser 
(Klaassen et al. 2008; Liederer & Borchardt 2006). 
                                                 
2 Karbonatom nummer 3 
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Kolinesteraser 
Acetylkolinesterase (AChE) og butyrylkolinesterase (BChE) er beslektede esteraser som har 
høy affinitet for henholdsvis acetylkolin og butyrylkolin. BChE kan hydrolysere mange andre 
forbindelser i tillegg, inkludert heroin og ulike legemidler. Begge enzymene eksisterer i flere 
ulike isoformer med ulik utbredelse. AChEs mest studerte effekt er terminering av 
nevrotransmisjon via nevrotransmitteren acetylkolin i hjernen. Kolinesteraser er som 
karboksylesterase også serin-esteraser (Klaassen et al. 2008; Liederer & Borchardt 2006; 
Williams 1985).  
UDP-glukuronosyltransferase 
Glukuronidering av morfin til M3G og M6G katalyseres av enzymet UDP-
glukuronosyltransferase (UDP-GT). Dette enzymet har høyest aktivitet i leveren, men 
glukuronidering av morfin kan også forekomme i mindre grad i nyrer, hjernen og tarmen. 
UDP-GT krever kofaktoren uridin 5'-difosfat-glukuronsyre (UDPGA) for katalytisk aktivitet, 
og er lokalisert hovedsakelig i ER (Cappiello et al. 1991). 
1.3 Effekter av heroin i hjernen  
Etter kryssing av blod-hjernebarrieren utøver opioider farmakologiske effekter ved å binde til 
opioidreseptorer i hjernen. Det finnes tre opioid-reseptorklasser, µ, δ og κ, hvis ligander 
bindes med høy spesifisitet og affinitet (Goldstein & Naidu 1989; Johnson & North 1992), og 
som alle er G-proteinkoplede reseptorer (Brownstein 1993). Heroin, 6-MAM og morfin er µ-
opioidreseptoragonister, derfor utøves heroin-effektene hovedsakelig gjennom µ-
opioidreseptoren (Williams et al. 2013). Opioidene aktiverer µ-opioidreseptorene og 
stimulerer dermed frigjøring av nevrotransmitteren dopamin i nucleus accumbens3 (Figur 
1.3). Denne frigjøringen skjer via hjernens «belønningssystem» som medierer eufori og 
belønning samtidig som den bidrar til forsterkende adferd4 (Hyman 2005).  
Fri hydroksylgruppe ved posisjon C-3 hos opioidene er kritisk for binding til 
opioidreseptoren. Opioidreseptoren er stereospesifikk slik at effektene av ulike opioider 
skyldes ulik affinitet til reseptoren (Inturrisi et al. 1983). 6-MAM, morfin og M6G har en fri 
                                                 
3 Nucleus accumbens er en struktur i hjernen bestående av en samling nevroner som har et ytre skall og en indre 
kjerne 
4 Forsterkende adferd er viktig for utviklingen av avhengighet 
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hydroksylgruppe på C-3, mens heroin mangler denne frie hydroksylgruppen og har lav 
bindingsaffinitet (Inturrisi et al. 1983; Pert 1976) og effekt (Selley et al. 2001) ved µ-
opioidreseptorene. 6-MAM bindes til opioidreseptorene med omtrent samme affinitet som 
morfin (Inturrisi et al. 1983), men med større effekt (Selley et al. 2001). 
 
Figur 1.3: Lengdesnitt gjennom menneskets hjerne med angivelse av de viktigste strukturene som inngår i 
hjernens belønningssystem. 
1.4 Inhibering av heroinmetabolisme  
Enzym-inhibitorer kan brukes som verktøy for å påvise enzymers medvirkning i metabolisme. 
Metoden baserer seg på prinsippet om at enzymene har ulik spesifisitet og spesifikke substrat-
enzym-interaksjoner med forskjellige inhibitorer. Substratspesifisitet hos CE og kolinesteraser 
avhenger av flere faktorer som blant annet substratstørrelse, tilgjengeligheten til estergruppen, 
grad av hydrofobisitet hos forbindelsen og interaksjonen mellom molekylet og aminosyre-
residuene i det aktive setet. I denne masteroppgaven ble inhibitorene Benzylisatin, BNPP, 
BW284c51, Neostigmin, Ethopropazin og Iso-OMPA benyttet for å identifisere esteraser 
involvert i human heroinmetabolisme (se Tabell 1.1). Studier har indikert 
konsentrasjonsavhengig spesifisitet hos inhibitorene (Atack et al. 1989; Grubič et al. 1988; 
Hyatt et al. 2007; Pindel et al. 1997; Salmon et al. 1999), noe som må tas hensyn til i studier 
med esteraseinhibitorer. 
Mekanismen for den hydrolytiske reaksjonen er konservert hos alle serin-esteraser (se Fig 
1.4), hvor inhibitorene kan påvirke ulike komponenter i reaksjonen. Hydrolysen krever vann 
som ko-reaktant og utføres av en trio av katalytiske aminosyrer i det aktive setet: serin, 
histidin og glutamat. Reaksjonen skjer via to trinn: 1) serinresiduen til esterasen mottar acyl-
gruppen til substratet, og et alkoholprodukt (evt kolinprodukt) forlater det aktive setet til 
Frontale cortex 
Ventrale tegmentale området 
(VTA)  
Nucleus accumbens 
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enzymet. 2) Et nukleofilt vannmolekyl spalter intermediatet, slik at produktet frigjøres som 
karboksylsyre, og enzymet gjenoppretter sin originale tilstand (Alexander et al. 1963; 
Schwardt et al. 2005).  
 
Figur 1.4: To-trinns katalytisk mekanisme for karboksylesterase. Substituent-gruppene på substratet er indikert 
som en rød firkant og en blå sirkel. I trinn 1 mottar serinresiduen til enzymet acyl-gruppen til substratet, og et 
alkoholprodukt forlater det aktive setet til enzymet. I trinn 2 overføres acetylgruppen fra enzymet til et 
vannmolekyl og produktet frigjøres (Revidert fra Schwardt et al. 2005). 
Selektivitet mot AChE eller BChE skyldes tre distinkte domener i kolinesterase-strukturen, 
hvor kritiske sidekjeder gir opphav til AChE- og BChE-spesifisitetsforskjeller. Hver av de tre 
domenene er definert av en samling aromatiske residuer hvis sammensetning forårsaker 
selektivitet, se Figur 1.5 (Radic et al. 1993).  
 
Figur 1.5: Det aktive setet til kolinesterase (her representert ved AChE) med anvisning til domenene ansvarlige 
for binding av forbindelser.  
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Tabell 1.1: Virkningsmekanisme og molekylstruktur for esteraseinhibitorer benyttet i denne masteroppgaven. 
Inhibitor Målenzym Virkningsmekanisme Molekylstruktur 
Benzylisatin CE Aromatisk dion 
(Benzil-analog) som 
binder det aktive 
setet. Reversibel 
hemmer. (Schwardt et 
al. 2005) 
 
BNPP CE Organofosfat som 
kovalent binder 
serinresiduen i det 
aktive setet. 
Irreversibel hemmer. 
(Schwardt et al. 2005) 
 
BW284c51 AChE Biskvarternær 
inhibitor som 
interagerer med 
tyrosin og tryptofan i 
domene 2. 
Reversibel hemmer. 
(Radic et al. 1993) 
 
 
 
 
Neostigmin AChE Karbamat som 
fungerer som et 
«falskt substrat» og 
hemmer trinn 2 i 
hydrolysen. 
Reversibel hemmer. 
(Alston 2008) 
 
 
Ethopropazin  BChE Trisyklisk inhibitor 
som interagerer med 
glutamat og tryptofan 
i domene 3. 
Reversibel hemmer. 
(Radic et al. 1993) 
 
Iso-OMPA BChE Alkyl-fosfat som 
interagerer med 
alifatiske residuer i 
domene 1. 
Irreversibel hemmer. 
(Radic et al. 1993)  
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1.5 Lever som in vitro-modell for studier av 
heroinmetabolisme 
De fleste studier av heroinmetabolisme er utført ved bruk av forsøksdyr, primært rotter og 
mus. Studier med humant materiale har økt human relevans sammenliknet med studier hvor 
forsøksdyr er benyttet.  
Leveren er kroppens viktigste organ for biotransformasjon av eksogene forbindelser. Flere in 
vitro-modeller for human lever har blitt utviklet, blant annet humane levermikrosomer, bruk 
av levervev, cytosol og S9-fraksjon5 (Brandon et al. 2003). En generell fordel med denne 
typen modeller er at studiesystemet har redusert kompleksitet. 
Leverhomogenat 
I denne studien er det brukt homogenat av ikke-perfundert levervev, dvs at homogenatet 
inneholdt blod. Denne typen in vitro-modell har tidligere kun blitt brukt av Way et al. (1965) i 
forbindelse med heroinstudier. Generelt eksisterer svært lite litteratur som beskriver bruken av 
homogenisert ikke-perfundert human lever i forskning. Det er rimelig å anta at denne 
modellen har høy in vivo-relevans, da mange leverkomponenter beholdes i systemet. Ulemper 
ved denne typen modell er blant annet påvirkningen av blod, samt at det også finnes en risiko 
for at resultatene kan bli påvirket av sykdom og medikamenter, da levervevet brukt i denne 
oppgaven ble donert fra syke pasienter. I tillegg involverer homogenisering av vevet at celle- 
og vevsstruktur oppheves.     
Levermikrosomer 
Humane levermikrosomer (HLM) er en populær in vitro-modell for studier av 
biotransformasjon. Utbredt bruk skyldes blant annet at HLM både er billig og kommersielt 
lett tilgjengelig, men også enkelt kan produseres på eget laboratorium. HLM er en enkel 
modell som kan gi gode indikasjoner på den metabolske profilen til en rekke enzymer, og er 
et av de best karakteriserte in vitro-systemene for forskning på biotransformasjon av 
legemidler (Brandon et al. 2003; Yan & Caldwell 2003). 
                                                 
5 En cellefraksjon fremstilt ved å sentrifugere leverhomogenat ved 10,000 g, som inneholder både mikrosomer 
og cytosol.    
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Levermikrosomer består av vesikler fra ER i hepatocyttene og kan fremstilles ved 
differensiell sentrifugering av levervev (Nelson et al. 2001; von Jagow et al. 1965). HLM 
inneholder svært høye enzymnivåer, spesielt av enzymene CYP og UDP-GT. Ved bruk av 
kommersielle HLM unngås interindividuelle variasjoner i enzymaktivitet. Enzymaktiviteten 
er representativ for den humane populasjonen på grunn av at mikrosomene som kjøpes ofte  
er fremstilt fra mange donorer (for eksempel 200 donorer) (Brandon et al. 2003). Ulemper ved 
bruk av HLM er blant annet at enzymkonsentrasjonene er kunstig høye, samt at interaksjoner 
med andre cellulære komponenter elimineres under isoleringsprosessen.   
1.6 Masteroppgaven i et større perspektiv  
Denne oppgaven er en del av et større prosjekt som utføres på avdeling for 
rusmiddelforskning og metodeutvikling, Divisjon for rettsmedisinske fag, på Nasjonalt 
folkehelseinstitutt. Prosjektets hovedfokus er basalforskning innen feltet heroinmetabolisme, 
både humant og ved bruk av forsøksdyr. Forskningen er også viktig for prosjektets sekundære 
fokus; behovet for nye, alternative behandlingsstrategier for heroinmisbruk og –avhengighet. 
Metadon og buprenorfin som i dag brukes i legemiddelassistert rehabilitering (LAR) viser 
avhengighetsutvikling, samt at det er en økende bekymring for potensielle negative effekter 
av metadon på kognitive funksjoner (Prosser et al. 2006; Prosser et al. 2009; Verdejo et al. 
2005).  
Dagens farmakoterapi er rettet mot opioidreseptorene i hjernen, hvor effektene av heroin 
enten blokkeres eller imiteres. En ny, alternativ strategi med mindre risiko for bivirkninger i 
sentralnervesystemet er farmakoterapi rettet mot rusmolekylet i seg selv, med den hensikt å 
redusere substanskonsentrasjonen ved målområdet og dermed minimere en farmakodynamisk 
effekt (Gorelick 2012). Dette kan oppnås ved immunterapi, hvor antistoffer binder 
rusmolekylet i blodbanen (Bogen et al. 2014), eller ved enzymterapi hvor administrering av et 
heroinmetaboliserende enzym akselererer omdannelsen av 6-MAM til den mindre aktive 
metabolitten morfin. For mer informasjon om disse alternative behandlingsstrategiene 
henvises leseren til Bogen et al. (2014), Brimijoin (2011) og Zlebnik et al. (2014). 
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1.7 Mål med studien  
Tidligere studier av heroinmetabolisme er nesten utelukkende gjort med forsøksdyr da 
humane studier av heroinmetabolisme ikke er etisk forsvarlig. Betydelige artsforskjeller i 
aktivitet og lokalisasjon av enzymer involvert i heroinmetabolisme kompliserer ekstrapolering 
mellom forsøksdyr og menneske, og kunnskap om human heroinmetabolisme er mangelfull. 
Det overordnede målet med denne masteroppgaven var å øke kunnskapen om human 
heroinmetabolisme ved å studere metabolisme av heroin in vitro i humane leverpreparater. 
Leveren er av spesiell interesse fordi dette organet er beskrevet som svært aktivt i 
deacetylering av heroin (Way et al. 1965). Heroinmetabolisme ble studert i humant 
leverhomogenat og humane levermikrosomer, og væskekromatografi med tandem 
massespektrometri (LC-MS/MS) ble brukt for kvantifisering av heroin og heroin-metabolitter.  
Identifisering og lokalisering av enzymer involvert i human hepatisk heroinmetabolisme er 
viktig for å forstå hvordan heroin metaboliseres in vivo i menneske. Kartlegging av aktive 
esteraser kan bidra til å karakterisere artsforskjeller i heroinmetabolisme, samt øke forståelsen 
av interindividuell variasjon i nedbrytning av heroin. Videre er studier av esteraseaktivitet 
viktig for å vurdere i hvilken grad gnagere er gode modellorganismer for studier av human 
heroinmetabolisme. Detaljert kunnskap om human heroinmetabolisme kan bidra til utvikling 
av nye farmakokinetiske behandlingsstrategier for heroinavhengighet og –overdose.  
Mer spesifikt kan de nevnte temaene brytes ned til følgende spørsmål som vil bli forsøkt 
besvart i denne masteroppgaven: 
- Hvilken kvantitativ betydning har leveren for human in vivo heroinmetabolisme? 
-Hvilke esteraser er viktige for human hepatisk heroinmetabolisme? 
-Kan humane levermikrosomer erstatte bruk av humant leverhomogenat som in vitro-modell 
for studier av human hepatisk heroinmetabolisme?    
- Er rotter gode modellorganismer for studier av heroinmetabolisme i menneske? 
-Eksisterer interindividuell variasjon i hepatisk heroinmetabolisme hos mennesker? 
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2 Materialer og metoder 
2.1 Kjemikalier 
Tabell 2.1: Kjemikalier og leverandører. 
Kjemikalier Leverandør 
6-MAM Lipomed AG, Sveits 
6-MAM d6 Cerilliant Corporation, Texas  
BNPP  Sigma Aldrich, Tyskland  
BW284c51  Sigma Aldrich, Tyskland  
Ethopropazin hydroklorid  Sigma Aldrich, Tyskland  
Heroin Lipomed AG, Sveits  
Heroin d9 Cerilliant Corporation, Texas  
Iso-OMPA  Sigma Aldrich, Tyskland  
M3G Sigma Aldrich, Tyskland / 
Lipomed AG, Sveits 
M3G d3 Lipomed AG, Sveits 
M6G Lipomed AG, Sveits 
M6G d3 Cerilliant Corporation, Texas 
Morfin Lipomed AG, Sveits 
Morfin d6 Cerilliant Corporation, Texas  
NADPH regenerating system 
Solution A 
Corning Incorporated, NY, 
USA 
NADPH regenerating system 
Solution B 
Corning Incorporated, NY, 
USA  
N-Benzylisatin  Sigma Aldrich, Tyskland  
Neostigminbromid  Sigma Aldrich, Tyskland  
Normorfin Lipomed AG, Sveits 
UDPGA Sigma Aldrich, Tyskland  
 
Alle andre kjemikalier ble levert av standard kommersielle leverandører. Vannet var renset 
med et Milli-Q-system (EMD Millipore, MA, USA), og vil videre kun refereres til som MQ-
vann. 
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2.2 Humant biologisk materiale 
Rutiner for arbeid med potensielt smittefarlig materiale ble fulgt under arbeid med humane 
leverpreparater. Arbeidet ble utført på eget laboratorium for smittefarlig materiale. 
2.2.1 Levervev 
Levervev ble innsamlet ved Intervensjonssenteret, Oslo Universitetssykehus HF, og er fra begge 
kjønn. Før innsamling av humant levervev ble det søkt om godkjenning fra Regionale 
komiteer for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK). Etter godkjenning ble 
informasjonsskriv og samtykkeerklæring utdelt og undertegnet av pasientene i forkant av 
studien. Vevet ble anonymisert. 
Pasientene hadde alle ulike leversykdommer, de fleste kreft, som gjorde det nødvendig med 
kirurgisk inngrep hvor områder av leveren ble skåret ut. I alle tilfellene ble det skåret ut et 
område med «friskt» vev rundt leverlesjonen for å forsikre at alt sykt vev ble fjernet. Biopsier 
fra det avskårede friske vevet ble brukt til studier i denne masteroppgaven. Medikamenter 
pasientene brukte og vevet potensielt inneholdt under studiene er listet opp i Tabell 2.2. Vevet ble 
oppbevart på tørris like etter uttak, og lagret ved -80 °C før bruk.   
2.2.2 Levermikrosomer 
Humane levermikrosomer (20 mg/mL i 250 mM sukrose) ble kjøpt fra TebuBio (XenoTech, 
Danmark). Mikrosomene ble fremstilt fra post mortem levervev donert av 200 mennesker av 
begge kjønn (XTreme200 Pool), som ble blandet og fordelt ut for salg. Enzymaktiviteten er 
karakterisert av leverandør. Tilsetning av nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat (NADPH) er 
standard betingelse ved bruk av HLM for å møte enzymenes energikrav. Mikrosomene ble 
lagret ved -80 °C før bruk.  
2.2.3 Blod 
Blod (2 g NaF, 1,6 mL heparin og 10 mL RO-vann per 450 mL blodbankblod) brukt i 
standarder og kontroller (se kap. 2.7) ble kjøpt fra Oslo Universitetssykehus HF. Blodet ble 
oppbevart ved 4 °C før bruk.  
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Tabell 2.2: Pasientinformasjon 
Pasient Sykdomsbehandling Medikamenter i forbindelse med operasjon 
1 Har ikke fått kjemoterapi siste år. 
Pasient stod på følgende legemidler: 
Selo-Zok, Lipitor, Albyl-E, 
jerntabletter. 
Ultiva, Propofol-Lipuro, Nimbex, Efedrin, 
Atropin, Fortecortin, Metronidazol, 
Doksysyklin. 
2 Har ikke fått kjemoterapi siste år. Ultiva, Propofol-Lipuro, Esmeron, Efedrin, 
Atropin, Fortecortin. 
3 Har fått kjemoterapi 4 uker før 
operasjon.  
Paracetamol, Remifentanil, Propofol-Lipuro, 
Nimbex, Cyklokapron, Fortecortin, Efedrin, 
Fenylefrin, kalsiumklorid, noradrenalin, 
plasma, SAG M-erytrocytter, Doxyferm, 
Flagyl, Albumin Baxter. 
4 Pasient stod på følgende 
medikamenter: NovoRapid, 
Insulatard, Metformin, Albyl-E, 
Zelo-Sok, Adalat Oros, Zocor, 
Zofran, Duroferon, B-12 
injeksjoner.  
Vival, Propofol-Lipuro, Remifentanil, 
Fentanyl, Toradol, Deksametason, Nimbex. 
5 - Vival, Fragmin, Remifentanil, Propofol-
Lipuro, Paracetamol, Deksametason, 
Efedrin, Nimbex, Toradol, 
Glykopyrroniumbromid- 
Neostigminmetylsulfat, Fentanyl. 
6 Pasient har fått kjemoterapi i 
forkant av operasjon. 
Vival, Remifentanil, Propofol-Lipuro, 
Paracetamol, Deksametason, Efedrin, 
Nimbex, Ketorolak, Fentanyl. 
 
 
2.3 Homogenisering av humant levervev  
Humant levervev ble homogenisert i Tris Krebs-buffer (10 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM 
KCl, 5 mM NaHCO3, 1 mM MgCl2, 1,2 mM Na2HPO4, 10 mM glukose, 1,0 mM CaCl2, pH 
7,4) i forholdet 2 mL per gram vev. Når tilfredsstillende homogenisering var oppnådd med 
kniv-homogenisator (T 10 basic ULTRA-TURRAX®, IKA®) ble homogenatet overført til 
glass/teflon-homogenisator (EUROSTAR power-b, IKA®) hvor homogenatet ble ytterligere 
homogenisert med en hastighet på opptil 1700 rpm, med varierende antall strøk (ca 10-20). 
Leverhomogenatet ble umiddelbart fryst i flytende nitrogen, og lagret i fryser ved - 80 °C.   
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2.4 In vitro metabolisme av heroin og 6-MAM i 
humant leverhomogenat 
Heroin og 6-MAM ble løst i 0,9 % NaCl og oppbevart i kjøleskap ved 4 °C i hhv. maksimalt 
en og tre uker før bruk. Stabilitetsstudier utført i avdelingen har vist at heroin og 6-MAM løst i 
0,9 % NaCl forblir stabilt i de nevnte tidsperiodene (upubliserte resultater). Inkubasjonstider, 
konsentrasjoner og forsøksbetingelser ble valgt på grunnlag av tidligere studier forsøk på 
avdelingen.   
2.4.1 Heroinmetabolisme i humant leverhomogenat 
Homogenisert levervev (se kap. 2.3) ble fortynnet 1:1 med Tris Krebs-buffer. 
Leverhomogenat ble tilsatt i plastrør (110 µL/rør) og preinkubert på vannbad (37 °C) i ca 10 
minutter før tilsetting av 12 µL 5 µM heroinløsning (sluttkonsentrasjon 0,5 µM). Prøvene ble 
vortexet og inkubert på vannbad (37 °C) i henholdsvis 3, 5, 10, 15 og 30 sekunder, 1, 3, 10, 
30 og 60 minutter, med to paralleller for hvert tidspunkt. Deretter ble 78 µL iskald 13 mM 
ammoniumformatbuffer (pH 3,1, sluttkonsentrasjon 5 mM) med natriumfluorid (NaF) 
(sluttkonsentrasjon 2 mg/mL) tilsatt for å avslutte reaksjonen. Iskald sur buffer brukes fordi 
heroin er mest stabil ved lave temperaturer og lav pH (Barrett et al. 1992). Natriumfluorid 
tilsettes for å inhibere esteraseaktivitet og dermed degradering av heroin og 6-MAM (Brogan 
et al. 1992). Rørene ble vortexet umiddelbart, fryst i flytende nitrogen og satt i fryser (- 80 °C) 
i maksimalt en time før prøveopparbeidelse. Etterfølgende prøveopparbeidelse er beskrevet i 
kap. 2.8.1. Forsøket ble gjentatt på fem ulike forsøksdager.  
2.4.2 Inhibering av heroinmetabolisme i humant leverhomogenat 
Homogenisert levervev (se kap. 2.3) ble fortynnet 1:1 med Tris Krebs-buffer. 
Leverhomogenat ble tilsatt i plastrør (100 µL/rør) og tilført 10 µL esterasehemmere med 
sluttkonsentrasjoner på henholdsvis 10 µM og 100 µM (se Tabell 2.3), med to paralleller for 
hver hemmerkonsentrasjon. Etter preinkubering på vannbad (37 °C) i ca 15 minutter ble 12 
µL 5 µM heroin tilsatt (sluttkonsentrasjonen 0,5 µM). Etter ti sekunder ble 78 µL iskald 13 
mM ammoniumformatbuffer (pH 3,1, sluttkonsentrasjon 5 mM) med NaF (sluttkonsentrasjon 
2 mg/mL) tilsatt for å avslutte reaksjonen. Rørene ble vortexet umiddelbart, fryst i flytende 
nitrogen og satt i fryser (- 80 °C) i maksimalt en time før prøveopparbeidelse. Etterfølgende 
prøveopparbeidelse er beskrevet i kap. 2.8.1. Forsøket ble gjentatt på fem ulike forsøksdager.  
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Tabell 2.3: Tilberedningsinformasjon om esterasehemmere. 
Enzymhemmer Konsentrasjon 
stamløsning 
Stamløsning løst 
i: 
Fortynnet 
i: 
Sluttkonsentrasjon 
enzymhemmer 
BW284c51  12,2 mM 0,9 % NaCl 0,9 % NaCl 10 μM og 100 μM  
Iso-OMPA  12,2 mM 0,9 % NaCl 0,9 % NaCl 10 μM og 100 μM 
BNPP  12,2 mM 0,9 % NaCl 0,9 % NaCl 10 μM og 100 μM   
Neostigmin 12,2 mM 0,9 % NaCl 0,9 % NaCl 10 μM og 100 μM  
Ethopropazin  2,49 mM MQ-vann 0,9 % NaCl 10 μM og 100 μM  
Benzylisatin  25 mM Etanol  0,9 % NaCl 10 μM og 100 μM  
 
Stamløsningene av esterasehemmerene ble løst i forskjellige løsemidler avhengig av 
løselighet: 0,9 % NaCl, etanol og MQ-vann. Derfor ble det under forsøkene inkludert 
løsningskontroller for å teste eventuell innvirkning av de ulike løsemidlene. Videre vil 
«kontroll» tilsvare kontrollprøver med tilsatt 0,9 % NaCl, «vann» tilsvare kontrollprøver med 
MQ-vann, og «etanol» tilsvare kontrollprøver tilsatt etanol (høyeste sluttkonsentrasjon 0,4 
%).   
2.4.3 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat 
Fremgangsmåten fulgte samme oppsett som for studie av heroinmetabolisme i humant 
leverhomogenat (se kap. 2.4.1). Leverhomogenat ble tilsatt 5 µM 6-MAM (sluttkonsentrasjon 
0,5 µM), og prøvene ble så inkubert i henholdsvis 3, 5, 10, 15, 30 og 45 sekunder, 1, 2 og 5 
minutter, med to paralleller per tidspunkt. Etterfølgende prøveopparbeidelse er beskrevet i 
kap. 2.8.1. Forsøket ble utført på fem ulike forsøksdager. 
2.4.4 Inhibering av 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat  
Fremgangsmåten fulgte samme oppsett som for studie av inhibering av heroinmetabolisme i 
humant leverhomogenat (se kap. 2.4.2). Leverhomogenat ble tilsatt 5 µM 6-MAM 
(sluttkonsentrasjon 0,5 µM) og inkubert i 45 sekunder. Etterfølgende prøveopparbeidelse er 
beskrevet i kap. 2.8.1. Forsøket ble utført på fem ulike forsøksdager. 
 
30 
 
2.5 In vitro heroinmetabolisme i humane 
levermikrosomer 
2.5.1 Heroinmetabolisme i humane levermikrosomer 
Forsøksoppsettet ble basert på tidligere publiserte studier av Kuwayama et al. (2009) og 
Staack et al. (2004). Eppendorfrør ble tilsatt 80 µL NADPH-regenereringsløsning (5 deler 
løsning A + 1 del løsning B + 75 deler 100 mM fosfatbuffer (pH 7,4) tilsvarer: 1,3 mM 
NADP+; 3,3 mM glukose 6-fosfat; 0,4 U/mL glukose 6-fosfat dehydrogenase; og 3,3 mM 
MgCl2). Rørene ble så tilført 10 µL levermikrosomer (20 mg/µL) og satt på vannbad (37 °C) 
for preinkubasjon i 10 minutter.  I hvert eppendorfrør ble 10 µL 5 µM heroin 
(sluttkonsentrasjon 0,5 µM) tilsatt.  Rørene ble raskt vortexet og inkubert i henholdsvis 0, 15, 
30 og 45 sekunder og 1, 1,5, 3, 5 og 10 minutter, med to paralleller for hvert tidspunkt. For å 
stoppe reaksjonen ble 20 µL blanding av maursyre (1,2 M) og internstandard (0,5 µM Heroin 
d9, Morfin d6, M3G d3 og 6-MAM d6) i forholdet 1:1 tilsatt. Rørene ble vortexet umiddelbart 
og satt på is. Etterfølgende prøveopparbeidelse er beskrevet i kap. 2.8.2. Forsøket ble gjentatt 
på fem ulike forsøksdager. 
2.5.2 Inhibering av heroinmetabolisme i humane levermikrosomer  
Fremgangsmåten fulgte samme oppsett som for studie av heroinmetabolisme i humane 
levermikrosomer (se kap 2.5.1), men ble tilpasset tilsetting av esterasehemmere. Eppendorfrør 
ble tilsatt 90 µL NADPH-regenereringsløsning (se kap. 2.5.1), 10 µL levermikrosomer og 10 
µL hemmere (sluttkonsentrasjon 10 eller 100 µM, se kap 2.4.2) og preinkubert på vannbad 
(37 °C) i 10 minutter. Deretter ble 10 µL 5,083 µM heroinløsning tilsatt (sluttkonsentrasjon 
0,5 µM), før prøvene ble vortexet og inkubert i 20 sekunder. For å stoppe reaksjonen ble 24,4 
µL blanding av maursyre (1,2 M) og internstandard (0,5 µM Heroin d9, Morfin d6, M3G d3 
og 6-MAM d6) i forholdet 1:1 tilsatt. Rørene ble vortexet umiddelbart og satt på is. 
Etterfølgende prøveopparbeidelse er beskrevet i kap. 2.8.2. Forsøket ble utført på tre ulike 
forsøksdager.  
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2.6 Påvisning av glukuronidering 
2.6.1 Påvisning av glukuronider i humant leverhomogenat 
Fremgangsmåten fulgte samme oppsett som for studie av heroinmetabolisme i humant 
leverhomogenat (se kap. 2.4.1). Humant leverhomogenat ble tilsatt 0 og 50 µM, og 5 mM 
UDPGA (sluttkonsentrasjoner hhv. 0, 1, 10 og 100 µM og 1 mM), med fire paralleller for 
hver konsentrasjon. Volum av Tris Krebs-buffer ble tilpasset slik at sluttkonsentrasjon av 
heroin ble 0,5 µM. Prøvene ble inkubert i hhv. 1 og 10 minutter (to paralleller for hver 
inkuberingsperiode). Etterfølgende prøveopparbeidelse er beskrevet i kap. 2.8.1.  
2.6.2 Påvisning av glukuronider i humane levermikrosomer 
Fremgangsmåten fulgte samme oppsett som for studie av heroinmetabolisme i humane 
levermikrosomer (se kap. 2.5.1). Humane levermikrosomer ble tilsatt 0; 1,25; 12,5 og 125 µM 
og 1,25 mM UDPGA (sluttkonsentrasjon hhv. 0, 1, 10 og 100 µM, og 1 mM), med fire 
paralleller for hver konsentrasjon. Volum av NADPH-regenereringsløsning ble tilpasset slik 
at sluttkonsentrasjon av heroin ble 0,5 µM. Prøvene ble inkubert i hhv. 1 og 10 minutter (to 
paralleller for hver inkuberingsperiode). Etterfølgende prøveopparbeidelse er beskrevet i kap. 
2.8.2. 
2.7 Tillaging av standarder og kontroller 
For kvantifisering av heroin og heroin-metabolitter i humant leverhomogenat og humane 
levermikrosomer ble det laget standardkurver for å relatere konsentrasjonen av analytter i 
prøvene til konsentrasjonen i kjente standarder. Standarder og kontroller i forsøk med 
leverhomogenat ble tilsatt humant blod (se kap. 2.2.3), mens standarder og kontroller i forsøk 
med HLM ikke ble tilsatt biologisk materiale. Standarder og kontroller ble fortynnet fra 
stamløsning hver forsøksdag, og gjennomgikk prøveopparbeidelse parallelt med prøvene. 
Avvik fra teoretisk verdi var alltid < 20 % for standarder og kontroller. Heroin hadde separate 
standard- og kontrollløsninger for å kunne måle eventuelt innhold av 6-MAM i heroin-
standardene/kontrollene6. Nye standard- og kontrolløsninger for heroin ble laget når 6-MAM-
andelen i heroin-standardene/kontrollene målte mellom 5 og 10 % for å unngå stor variasjon i 
                                                 
6 Spontan nedbrytning av heroin til 6-MAM. 
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heroinkonsentrasjonen. Standardkonsentrasjonene er presentert i Tabell 2.4. Ved tillaging av 
stamløsninger ble M3G og M6G løst i MQ-vann, morfin og 6-MAM i metanol (MeOH), og 
heroin i acetonitril (ACN). Alle videre fortynninger ble gjort med 5 mM NH4-formatbuffer 
(pH 3,1). 
Tabell 2.4: Standardkonsentrasjoner i standardrekkene for forsøk med humane levermikrosomer og 
leverhomogenat. 
         Standardrekke for analyse av heroin og heroin-metabolitter i levermikrosomer 
Konsentrasjon (µM) Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5 Std 6 Std7 
M3G 0,001 0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
M6G 0,001 0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
Morfin 0,001 0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
6-MAM 0,001 0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
Heroin 0,002 0,005 0,01 0,1 0,5 1,0 5,0 
Normorfin  0,005 0,01 0,1 0,5 1,0  
           Standardrekke for analyse av heroin og heroin-metabolitter i leverhomogenat 
M3G  0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
M6G  0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
Morfin  0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
6-MAM  0,005 0,01 0,1 1,0 5,0  
Heroin  0,005 0,01 0,1 0,5 1,0  
 
Kontroller med kjente konsentrasjoner og nullprøver ble kjørt rutinemessig med hver serie for 
kvalitetskontroll. Kontrollene hadde konsentrasjoner på hhv. 0,5 µM og 0,05 µM uavhengig 
av opiat. Nullprøver ble inkludert for å kontrollere at reagenser eller biologisk materiale ikke 
forårsaket topper eller bakgrunnsstøy som påvirket kvantifiseringen. Alle løsninger ble 
oppbevart ved 4 °C og romtemperert før bruk. 
For hver forsøksserie ble konsentrasjonen av administrert heroin/6-MAM målt i prøver hvor 
biologisk materiale var erstattet av buffer, som kvalitetssikring av tilsatt heroin/6-MAM-
konsentrasjon.  
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2.8 Prøveopparbeidelse 
Prøveopparbeidelse var nødvendig for å fjerne komponenter som kunne forstyrre 
kvantifiseringen av heroin og heroin-metabolitter ved LC-MS/MS. 
2.8.1 Prøveopparbeidelse av leverhomogenat 
Opparbeidelse ble utført som beskrevet i Karinen et al. (2009), men med visse justeringer. 
Prøvene ble tint på isvann og tilsatt 50 µL internstandard (0,5 µM Heroin d9, Morfin d6, M3G 
d3 og 6-MAM d6), før 500 mL iskald fellingsløsning (ACN/MeOH, 85:15) ble tilsatt. 
Prøvene ble så vortexet og satt i ristemaskin (VX-2500 Multi-Tube Vortexer, VWR®) i ett 
minutt, og deretter fryst (- 20 °C) i 10 minutter. Etter frysing ble prøvene sentrifugert ved 4 
700 x g i 10 minutter ved 4 °C. Supernatanten ble overført til glassrør og inndampet med 
nitrogengass ved 40 °C i ca 60 min, til all væske var fordampet. Gjenværende pellet ble 
gjenoppløst i kald 100 µL ACN/5mM NH4-formatbuffer (3:97, pH 3,1) og satt i ristemaskin i 
ca ett minutt. Etter sentrifugering ved 3 800 x g i 10 minutter (4 °C) ble supernatanten 
overført til prøverør for autoinjektor for analyse på LC-MS/MS samme dag (se kap 2.9). 
Standarder, nullprøver og kontroller ble ekstrahert og analysert med hver forsøksserie, se kap. 
2.7.  
2.8.2 Prøveopparbeidelse av levermikrosomer 
Umiddelbart etter tilsetting av maursyre/internstandard ble rørene sentrifugert i 15 minutter 
ved 14 500 x g i en bordeppendorfsentrifuge (MiniSpin® plus, Eppendorf AG) på kjølerom. 
Supernatanten ble overført til prøverør for autoinjektor og analysert samme dag ved bruk av 
LC-MS/MS (se kap. 2.9). Standarder, nullprøver og kontroller ble ekstrahert og analysert med 
hver forsøksserie, se kap. 2.7. 
2.9 LC-MS/MS-analyse 
Kvantifisering av heroin og heroin-metabolitter ble utført ved bruk av LC-MS/MS. 
Fremgangsmåten er beskrevet av Karinen et al. (2009). Metoden anvender omvendt fase 
kromatografi med en XTerra® MS C18 kolonne (Waters Corp., Milford, MA, USA) med sur 
mobilfase, kombinert med positiv elektrosprayionisasjon (ESI) MS/MS-deteksjon. En 
strømningshastighet på 0,2 mL/min ble benyttet. Metoden kombinerer 
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separasjonsegenskapene til væskekromatografi med deteksjonsegenskapene til MS/MS, noe 
som gjør metoden svært presis, selektiv og sensitiv. For mer detaljert informasjon om LC-
MS/MS-betingelser, se kap. 6.1. 
2.10  Dataanalyse 
 
2.10.1 Kinetikk 
Den farmakokinetiske programvaren Kinetica v.5.1 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
MA, USA) ble brukt for å analysere data fra studer av tidskurver for opioidene (se kap 2.4.1, 
2.4.3, og 2.5.1). Verdiene fra hvert målte tidspunkt for hver pasient ble overført til Kinetica. 
Ved å bruke en enkel modell for lineær farmakokinetikk med tre avdelinger (heroin, 6-MAM, 
og morfin), med intravenøs bolus administrasjonsrute for heroin (6-MAM) og ekstravaskulær 
administrasjonsrute for 6-MAM og morfin, ble konsentrasjonsmaksimum (Cmax), tid for 
konsentrasjonsmaksimum (Tmax) og halveringstid (T1/2) kalkulert. For å finne ratekonstanter 
(K) ble en enkel modell for lineær farmakokinetikk med tre avdelinger (heroin, 6-MAM, og 
morfin) med intravenøs bolus administrasjonsrute for heroin brukt. Gjennomsnittet av 
parameterne ble kalkulert og dataene presentert som gjennomsnitt ± SEM.  
2.10.2 Statistikk 
Statistisk analyse ble utført med programvaren SPSS Statistics 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA). Data er presentert som gjennomsnitt ± SEM.  
Dataene ble først analysert med Levenes test for homogen varians. Dersom Levenes test var 
ikke-signifikant ble det utført enveis-ANOVA for hver inhibitor, testet mot løsningskontroll. 
Heroin, 6-MAM og morfin ble brukt som avhengige variabler, mens inhibitor ble satt som 
uavhengig variabel. Ved signifikant ANOVA ble det kjørt tosidet Dunnett post hoc test.  
For sammenlikning av heroin/6-MAM-metabolisme mellom ulike studier ble T1/2 for 
heroin/6-MAM inkorporert i Levenes test. Ved ikke-signifikant Levens test ble det utført t-
test. Ved signifikant Levenes test ble det gjort Welchs t-test med Satterthwaite kalkulering for 
frihetsgrader.      
P-verdier ≤ 0,05 ble vurdert som statistisk signifikante. 
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3 Resultater 
3.1 Heroinmetabolisme i humane leverpreparater 
Esteraseaktivitet og tidsforløp for heroinmetabolisme ble studert i homogenisert humant 
levervev og humane levermikrosomer. 
3.1.1 Heroinmetabolisme i humant leverhomogenat 
Heroinmetabolisme i leverhomogenat ble målt over tid, og er presentert i Figur 3.1. Heroin og 
metabolitter ble kvantifisert over en periode på 60 minutter. 
Etter eksponering for 0,5 µM heroin sank heroinkonsentrasjonen i leverhomogenatet raskt, 
parallelt med raskt økende 6-MAM-konsentrasjon. Heroin hadde en T1/2 på 5 sekunder (se 
Tabell 3.1), og var fullstendig omdannet etter 60 sekunder. Etter 12 sekunder hadde 6-MAM 
nådd Cmax på 0,26 µM, før konsentrasjonen begynte å avta. T1/2 til 6-MAM ble kalkulert til 
14 sekunder. 6-MAM-konsentrasjonen var under laveste deteksjonsnivå (LOD) etter ca 150 
sek. Morfinkonsentrasjonen steg til stabil Cmax var nådd, rundt 0,33 µM, og forble på dette 
nivået frem til siste målte tidspunkt (60 minutter). M3G og M6G ble ikke påvist i prøvene. 
Kinetiske parametere for heroinmetabolisme i humant leverhomogenat er presentert i Tabell 
3.1. 
 
36 
 
 
Figur 3.1: Konsentrasjonskurver for heroin, 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat som funksjon av tid 
etter eksponering for 0,5 µM heroin. Tidspunkt for målinger er indikert med geometriske markører. Alle verdier 
er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5. 
Tabell 3.1: Kinetiske parametere for omdannelse av heroin til 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat. Alle 
verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5.  
 T1/2 ± SEM Cmax ± SEM Tmax ± SEM 
Heroin 5,21 ± 1,07 sek - 0 sek 
6-MAM 13,88 ± 2,85 sek 0,26 ± 0,02 µM 12,24 ± 3,12 sek 
Morfin - 0,33 ± 0,04 µM - 
 
3.1.2 Inhibering av heroinmetabolisme i humant leverhomogenat  
Effekten av esterasehemmere på heroinmetabolisme ble testet in vitro i humant 
leverhomogenat. Signifikant effekt indikerer inhibering av esteraser involvert i omdannelse av 
heroin. Fordi hemmerene ble løst i ulike løsemidler er det inkludert ulike kontroller i figurene 
(«kontroll», «vann» og «etanol», se kap. 2.4.2).  
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AChE-inhibitorer 
Effekten av AChE-inhibitorene BW284c51 og Neostigmin på heroinmetabolisme i humant 
leverhomogenat er presentert i Figur 3.2. I kontrollen ble 70 % av tilsatt heroin 
(sluttkonsentrasjon 0,5 µM) omdannet i løpet av eksponeringsperioden på 10 sekunder. Ved 
eksponering for 100 µM Neostigmin ble kun 22 % av tilsatt heroin omdannet. Dette tilsvarer 
en signifikant reduksjon i heroinmetabolisme på 69 % (ANOVA p=0,004; Dunnett p=0,003). 
Tilsetning av 100 µM Neostigmin forårsaket også at det ble dannet 60 % mindre 6-MAM 
sammenliknet med kontroll (ANOVA p=0,004; Dunnett p=0,003). Tilsetning av BW284c51 
og 10 µM Neostigmin hadde ingen signifikant effekt på heroinmetabolisme i humant 
leverhomogenat. 
 
Figur 3.2: Konsentrasjoner av heroin, 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat etter eksponering for 0,5 µM 
heroin ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM AChE-hemmere. Inkubasjonstid var 10 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll er indikert med stjerner (*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er 
presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5.  
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BChE-inhibitorer 
Effekten av BChE-inhibitorene Iso-OMPA og Ethopropazin på heroinmetabolisme i humant 
leverhomogenat er fremstilt i Figur 3.3. Tilsetning av Iso-OMPA og Ethopropazin hadde 
ingen signifikant effekt på heroinmetabolisme i humant leverhomogenat. 
 
Figur 3.3: Konsentrasjoner av heroin, 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat etter eksponering for 0,5 µM 
heroin ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM BChE-hemmere. Inkubasjonstid var 10 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll (vann er løsningskontroll til Ethopropazin) er indikert med stjerner (*p≤0,05; 
**p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5.  
CE-inhibitorer 
Effekten av CE-inhibitorene BNPP og Benzylisatin på heroinmetabolisme er presentert i 
Figur 3.4. I kontrollen ble 70 % av tilsatt heroin (sluttkonsentrasjon 0,5 µM) omdannet i løpet 
av 10 sekunder. Ved eksponering for 100 µM BNPP ble kun 23 % av tilsatt heroin omdannet 
til metabolitter. Det tilsvarer en signifikant reduksjon i heroinmetabolisme på 67 % (ANOVA 
p=0,006; Dunnett p=0,005). Tilstedeværelse av 100 µM BNPP forårsaket også at det ble 
dannet 69 % mindre 6-MAM sammenliknet med kontroll (ANOVA p<0,001; Dunnett 
p<0,001). Benzylisatin og 10 µM BNPP hadde ingen signifikant effekt på heroinmetabolisme 
i humant leverhomogenat. 
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Figur 3.4: Konsentrasjoner av heroin, 6-MAM, og morfin i humant leverhomogenat etter eksponering for 0,5 
µM heroin ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM CE-hemmere. Inkubasjonstid var 10 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll (etanol er løsningskontroll til Benzylisatin) er indikert med stjerner (*p≤0,05; 
**p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 4 – 5.  
3.1.3 Heroinmetabolisme i humane levermikrosomer 
Metabolisme av heroin i humane levermikrosomer ble målt over tid, og er presentert i Figur 
3.5. Heroin og metabolitter ble kvantifisert over en periode på 10 minutter.  
Etter eksponering for 0,5 µM heroin sank heroinkonsentrasjonen raskt, samtidig som 6-
MAM-konsentrasjonen økte. Heroin hadde en T1/2 på 10 sekunder (se Tabell 3.2), og var 
fullstendig omdannet etter 60 sekunder. 6-MAM-konsentrasjonen nådde Cmax (0,22 µM) 
etter 18 sekunder, og begynte deretter å avta. T1/2 ble kalkulert til å være 18 sekunder for 6-
MAM. Etter tre minutter var 6-MAM-konsentrasjonen under LOD. Morfinkonsentrasjonen 
steg til Cmax (0,5 µM) var nådd, og forble stabil frem til siste målte tidspunkt (10 min). 
Normorfin, M6G og M3G ble ikke påvist i prøvene. Kinetiske parametere for 
heroinmetabolisme i humane levermikrosomer er presentert i Tabell 3.2. 
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Figur 3.5: Konsentrasjonskurver for heroin, 6-MAM og morfin i humane levermikrosomer som funksjon av tid 
etter eksponering for 0,5 µM heroin. Tidspunkt for målinger er indikert med geometriske markører. Alle verdier 
er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5.  
Tabell 1.2: Kinetiske parametere for omdannelse av heroin til 6-MAM og morfin i humane levermikrosomer. 
Alle verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n=5.  
 T1/2 ± SEM Cmax ± SEM Tmax ± SEM 
Heroin 9,95 ± 0,24 sek - 0 sek 
6-MAM 17,66 ± 4,83 sek 0,22 ± 0,00 µM 17,54 ± 1,03 sek 
Morfin - 0,50 ± 0,01 µM - 
 
3.1.4 Inhibering av heroinmetabolisme i humane levermikrosomer  
Effekten av esterasehemmere på heroinmetabolisme ble testet in vitro i humane 
levermikrosomer. Signifikant effekt indikerer inhibering av esteraser involvert i omdannelse 
av heroin. Fordi hemmerene ble løst i ulike løsemidler er det inkludert ulike kontroller i 
figurene («kontroll», «vann» og «etanol», se kap. 2.4.2).  
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AChE-inhibitorer 
Effekten av AChE-inhibitorene Neostigmin og BW284c51 er fremstilt i Figur 3.6. I 
kontrollen ble 83 % av tilsatt heroin (sluttkonsentrasjon 0,5 µM) omdannet i løpet av 
eksponeringsperioden på 20 sekunder. Ved tilstedeværelse av 100 µM Neostigmin ble kun 12 
% av tilsatt heroin omdannet. Dette tilsvarer en signifikant reduksjon i heroinmetabolisme på 
86 % (ANOVA p<0,001; Dunnett p<0,001). Tilstedeværelse av 100 µM Neostigmin 
forårsaket også 79 % reduksjon i dannelse av 6-MAM sammenliknet med kontrollen 
(ANOVA p<0,001; Dunnett p<0,001). Morfin ble ikke påvist i prøver tilsatt 100 µM 
Neostigmin. Tilsetning av 10 µM Neostigmin hadde også signifikant effekt på 
heroinmetabolisme, da 66 % av tilsatt heroin ble omdannet (ANOVA p=0,002; Dunnett 
p=0,011). Det tilsvarer 20 % reduksjon i heroinmetabolisme sammenliknet med kontroll. 
Tilstedeværelse av 10 µM Neostigmin forårsaket også 54 % reduksjon i dannelse av morfin 
sammenliknet med kontroll (ANOVA p=0,002; Dunnett p=0,026). Tilsetning av BW284c51 
hadde ingen signifikant effekt på heroinmetabolisme i humane levermikrosomer. 
 
Figur 3.6: Konsentrasjoner av heroin, 6-MAM og morfin i humane levermikrosomer etter eksponering for 0,5 
µM heroin ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM AChE-hemmere. Inkubasjonstid var 20 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll er indikert med stjerner (*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er 
presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 3. 
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BChE-inhibitorer 
Effekten av BChE-inhibitorene Iso-OMPA og Ethopropazin er presentert i Figur 3.7. I 
kontrollen ble 83 % av tilsatt heroin (sluttkonsentrasjon 0,5 µM) omdannet i løpet av 20 
sekunder. Ved tilsetning av 100 µM Iso-OMPA ble kun 55 % av tilsatt heroin omdannet. Det 
tilsvarer en signifikant reduksjon i heroinmetabolisme på 34 % (ANOVA p=0,001; Dunnett 
p=0,001). I tillegg forårsaket tilstedeværelse av 100 µM Iso-OMPA 73 % reduksjon i 
dannelse av morfin sammenliknet med kontroll (ANOVA p=0,02; Dunnett p=0,017). 
Tilsetning av Ethopropazin og 10 µM Iso-OMPA hadde ingen signifikant effekt på 
heroinmetabolisme i humane levermikrosomer.  
 
Figur 2.7: Konsentrasjoner av heroin, 6-MAM og morfin i humane levermikrosomer etter eksponering for 0,5 
µM heroin ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM BChE-hemmere. Inkubasjonstid var 20 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll (vann er løsningskontroll til Ethopropazin) er indikert med stjerner (*p≤0,05; 
**p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 3.  
CE-inhibitorer 
Effekten av CE-inhibitorene BNPP og Benzylisatin på heroinmetabolisme i humane 
levermikrosomer er presentert i Figur 3.8. I kontrollen ble 83 % av tilsatt heroin 
(sluttkonsentrasjon 0,5 µM) omdannet i løpet av 20 sekunder. Ved tilstedeværelse av 100 µM 
BNPP ble kun 14 % av tilsatt heroin omdannet. Det tilsvarer en signifikant reduksjon i 
heroinmetabolisme på 83 % (ANOVA p<0,001; Dunnett p<0,001). Tilsetning av 100 µM 
BNPP forårsaket også 83 % reduksjon i dannelse av 6-MAM sammenliknet med kontroll 
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(ANOVA p<0,001; Dunnett p<0,001). Morfin ble ikke påvist ved tilstedeværelse av 100 µM 
BNPP. Tilsetning av 10 µM BNPP hadde også signifikant effekt på heroinmetabolisme, da 68 
% av tilsatt heroin ble omdannet (ANOVA p<0,001; Dunnett p=0,036). Det tilsvarer 18 % 
reduksjon i heroinmetabolisme sammenliknet med kontroll. Benzylisatin hadde ingen 
signifikant effekt på heroinmetabolisme i humane levermikrosomer.  
 
Figur 3.8: Konsentrasjoner av heroin, 6-MAM og morfin i humane levermikrosomer etter eksponering for 0,5 
µM heroin ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM CE-hemmere. Inkubasjonstid var 20 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll (etanol er løsningskontroll til Benzylisatin) er indikert med stjerner (*p≤0,05; 
**p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 3.  
3.2 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat 
Esteraseaktivitet og tidsforløp for 6-MAM-metabolisme ble studert i homogenisert humant 
levervev. 
3.2.1 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat 
6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat ble målt over tid, og er presentert i Figur 3.9. 
6-MAM og morfin ble kvantifisert over en periode på fem minutter, basert på resultatene fra 
heroinmetabolisme i humant leverhomogenat (se kap. 3.1.1) som viste at 6-MAM var 
fullstendig omdannet og at morfin hadde nådd stabil Cmax i løpet av dette tidsintervallet.  
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Etter eksponering for 0,5 µM 6-MAM sank 6-MAM-konsentrasjonen raskt, parallelt med 
økende morfinkonsentrasjon. 6-MAM hadde en T1/2 på 17 sekunder (se Tabell 3.3), og var 
fullstendig omdannet etter to minutter. Morfinkonsentrasjonen økte til stabil Cmax var nådd, 
rundt 0,53 µM, og forble på dette nivået frem til siste målte tidspunkt (5 min). T1/2 til 6-MAM 
som administrert substans og som sekundær metabolitt av heroin i humant leverhomogenat 
(se kap. 3.1.1) ble statistisk sammenliknet og funnet å ikke være signifikant forskjellig (T-test 
p>0,05). Kinetiske parametere for 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat er 
presentert i Tabell 3.3. 
 
Figur 3.9: Konsentrasjonskurver for 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat som funksjon av tid (sek) 
etter eksponering for 0,5 µM 6-MAM. Tidspunkt for målinger er indikert med geometriske markører. Alle 
verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5.     
Tabell 3.3: Kinetiske parametere for omdannelse av 6-MAM til morfin i humant leverhomogenat Alle verdier er 
presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5. 
 T1/2 ± SEM Cmax ± SEM Tmax ± SEM 
6-MAM 16,67 ± 4,43 sek - 0 sek 
Morfin - 0,537 ± 0,015 µM - 
 
                                                 
7 Verdi er regnet ut manuelt fra målte verdier, ikke ved bruk av Kinetica. 
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3.2.2 Inhibering av 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat 
Effekten av esterasehemmere på 6-MAM-metabolisme ble testet in vitro i homogenisert 
humant levervev. Signifikant effekt indikerer inhibering av esteraser involvert i omdannelse 
av 6-MAM. Fordi hemmerene ble løst i ulike løsemidler er det inkludert ulike kontroller i 
figurene («kontroll», «vann» og «etanol», se kap. 2.4.2).  
AChE-inhibitorer 
Effekten av AChE-inhibitorene BW284c51 og Neostigmin på 6-MAM-metabolisme i humant 
leverhomogenat er presentert i Figur 3.10. I kontrollen ble 89 % av tilsatt 6-MAM 
(sluttkonsentrasjon 0,5 µM) omdannet i løpet av eksponeringsperioden på 45 sekunder. Ved 
tilstedeværelse av 100 µM Neostigmin ble kun 20 % av tilsatt 6-MAM omdannet. Det 
tilsvarer en signifikant reduksjon i 6-MAM-metabolisme på 78 % (ANOVA p<0,001; Dunnett 
p<0,001). Tilsetning av 100 µM Neostigmin forårsaket også 76 % reduksjon i dannelse av 
morfin sammenliknet med kontroll (ANOVA p<0,001; Dunnett p<0,001). Tilsetning av 
BW284c51 og 10 µM Neostigmin hadde ingen signifikant effekt på 6-MAM-metabolisme i 
humant leverhomogenat.  
 
Figur 3.10: Konsentrasjoner av 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat etter eksponering for 0,5 µM 6-
MAM ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM AChE-hemmere. Inkubasjonstid var 45 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll er indikert med stjerner (*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er 
presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5. 
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BChE-inhibitorer 
Effekten av BChE-inhibitorene Iso-OMPA og Ethopropazin på 6-MAM-metabolisme i 
humant leverhomogenat er presentert i Figur 3.11.Tilsetning av Iso-OMPA og Ethopropazin 
hadde ingen signifikant effekt på 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat.  
 
Figur 3.11: Konsentrasjoner av 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat etter eksponering for 0,5 µM 6-
MAM ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM BChE-hemmere. Inkubasjonstid var 45 sekunder. Verdier 
signifikant forskjellige fra kontroll (vann er løsningskontroll til Ethopropazin) er indikert med stjerner (*p≤0,05; 
**p≤0,01; ***p≤0,001). Alle verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5. 
CE-inhibitorer 
Effekten av CE-inhibitorene BNPP og Benzylisatin på 6-MAM-metabolisme i humant 
leverhomogenat er presentert i Figur 3.12. I kontrollen ble 89 % av tilsatt 6-MAM 
(sluttkonsentrasjon 0,5 µM) omdannet i løpet av 45 sekunder. Ved tilstedeværelse av 100 µM 
BNPP ble kun 29 % av tilsatt 6-MAM omdannet. Det tilsvarer en signifikant reduksjon i 6-
MAM-metabolisme på 67 % (ANOVA p<0,001; Dunnett p<0,001). Tilsetning av 100 µM 
BNPP forårsaket også 65 % reduksjon i dannelse av morfin sammenliknet med kontroll 
(ANOVA p<0,001; Dunnett p<0,001). Benzylisatin og 10 µM BNPP hadde ingen signifikant 
effekt på 6-MAM-metabolisme i humant leverhomogenat.  
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Figur 3.12: Konsentrasjoner av 6-MAM og morfin i humant leverhomogenat etter eksponering for 0,5 µM 6-
MAM ved tilstedeværelse av 10 og 100 µM CE-hemmere. Inkubasjonstid var 45 sekunder. Verdier signifikant 
forskjellige fra kontroll (etanol er løsningskontroll til Benzylisatin) er indikert med stjerner (*p≤0,05; **p≤0,01; 
***p≤0,001). Alle verdier er presentert som gjennomsnitt ± SEM, n = 5. 
3.3 Glukuronidering 
Kofaktoren UDPGA ble tilsatt i humant leverhomogenat og humane levermikrosomer for 
omdannelse av morfin til M3G og M6G. M3G og M6G ble ikke påvist i humant 
leverhomogenat eller humane levermikrosomer og studiene ble derfor avsluttet. Resultatene 
antyder at forventet glukuronideringsreaksjon katalysert av UDP-GT ikke har forekommet i 
prøvene. 
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3.4 Interindividuelle forskjeller i heroinmetabolisme 
Levervev donert av fem pasienter ble brukt i studie av heroinmetabolisme i humant 
leverhomogenat (se kap. 3.1.1). For hver av pasientene ble halveringstid for heroin og 
avhengige ratekonstanter (K6MAM og Kel) kalkulert. K6MAM tilsvarer omdannelsesrate fra 
heroin til 6-MAM og Kel tilsvarer elimineringsraten til heroin i leverhomogenat. Individuelle 
kinetiske parametere tydeliggjør forskjeller i biotransformasjonen av heroin mellom 
pasientene, se Tabell 3.4.  
Tabell 3.4: Kinetiske parametere for heroinmetabolisme i humant leverhomogenat kalkulert for hver enkelt 
leverdonor. T1/2 er halveringstiden til heroin, K6MAM er omdannelsesrate fra heroin til 6-MAM og Kel er 
elimineringsraten til heroin. 
 T1/2 Heroin 
(sek) 
K6MAM 
(µM * 
sek-1) 
Kel  
(µM * 
sek-1) 
Pasient 1 3,21 0,18 0,22 
Pasient 2 8,45 0,07 0,08 
Pasient 3 3,31 0,18 0,21 
Pasient 4 7,02 0,10 0,10 
Pasient 5 4,06 0,18 0,17 
 
Pasienter som ser ut til å ha svært rask omdannelse av heroin i leveren er markert med rosa, 
mens pasienter med mindre rask omdannelse av heroin i leveren er markert med blå farge i 
Tabell 3.4. Selv om de kinetiske parametere indikerer en tendens til at individene kan inndeles 
i to grupper er antallet pasienter (n = 5) utilstrekkelig for å kunne påstå at en slik gruppering 
eksisterer.  
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4 Diskusjon 
In vivo studier av heroinmetabolisme i mennesker byr på etiske problemstillinger. Alternativt 
benyttes det derfor forsøksdyr som rotter og mus for studier av heroinmetabolisme. Resultater 
fra studier med forsøksdyr kan ikke ekstrapoleres direkte til menneske da det eksisterer 
artsforskjeller i esteraseaktivitet som påvirker metabolisme og distribusjon av heroin. I denne 
studien ble det brukt humant levermateriale for in vitro studier av heroinmetabolisme, dermed 
unngås problemstillinger relatert til artsforskjeller. Leveren er det viktigste organet for 
biotransformasjon av de fleste substanser, derfor ble leverpreparater benyttet som 
studiemateriale i denne oppgaven. Kartlegging av in vitro human hepatisk heroinmetabolisme 
og involverte esteraser kan bidra til å øke kunnskapen om omdannelse av heroin i menneske. 
Detaljert kunnskap om human heroinmetabolisme kan benyttes i utvikling av nye 
behandlingsstrategier for heroinavhengighet og –overdoser. Økt viten om human 
heroinmetabolisme vil videre kunne brukes til å vurdere i hvilken grad studier av 
heroinmetabolisme i forsøksdyr er overførbare til menneske.  
Biotransformasjon av eksogene forbindelser i intakt human lever er svært komplisert og 
derfor utfordrende å studere. Ved å homogenisere leverbiopsier forenkles studiesystemet og 
muliggjør in vitro studier av human hepatisk biotransformasjon, på bekostning av at 
kompleksiteten av organet reduseres sammenliknet med situasjonen in vivo. På tross av at 
homogenisert levervev trolig har høy in vivo-relevans for studier av human hepatisk 
biotransformasjon (Brandon et al. 2003), er ikke resultater fra studier med leverhomogenat 
direkte overførbare til in vivo biotransformasjon i human lever. Det er derfor essensielt å tolke 
alle resultater fra studier med humant leverhomogenat i lys av forenklingen. 
4.1 Heroinmetabolisme i humane leverfraksjoner 
Halveringstiden til heroin ble beregnet til å være 5 sekunder i homogenisert humant levervev. 
Den korte halveringstiden indikerer at heroin metaboliseres svært raskt i humant 
leverhomogenat. Heroinmetabolisme ble også studert i HLM, hvor T1/2 til heroin ble funnet å 
være kun 10 sekunder. 6-MAM ble noe langsommere omdannet til morfin da T1/2 til 6-MAM 
ble beregnet til å være 14 sekunder i leverhomogenat, og 18 sekunder i HLM. In vitro studier 
av heroinmetabolisme i humant blod utført på avdeling for rusmiddelforskning og 
metodeutvikling (upubliserte data) har funnet en T1/2 til heroin på 23 minutter (se vedlegg 
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kap. 6.2). I en oversiktsartikkel sammenliknet Rook et al. (2006b) in vivo T1/2 til heroin fra 
flere studier, og kom frem til at halveringstiden var omtrent tre minutter. Disse to studiene 
indikerte en betydelig lenger halveringstid for heroin sammenliknet med humant 
leverhomogenat. 
Salmon et al. (1999) har antydet at enkelte enzymer kun omdanner 6-MAM når heroin er det 
administrerte substratet. I denne oppgaven ble kinetiske parametere kalkulert for 6-MAM 
både som administrert substans og som sekundær metabolitt av heroin. Statistisk 
sammenlikning mellom T1/2 til 6-MAM som administrert substans og som metabolitt i humant 
leverhomogenat viste ingen signifikant forskjell i T1/2 i de to situasjonene (T-test p>0,05) (se 
kap. 3.2.1). Vår studie støtter dermed ikke hypotesen om at enzymene preferer 6-MAM som 
metabolitt av heroin, men indikerer at de samme enzymene er involvert i omdannelse av 6-
MAM uavhengig av om heroin eller 6-MAM tilsettes.  
For å kartlegge videre omdannelse av heroin ble kofaktoren UDPGA tilsatt i humant 
leverhomogenat og i HML. Metabolittene M3G og M6G ble ikke påvist og studiene ble 
derfor avsluttet. Årsaken til manglende dannelse av M3G og M6G i studiene med tilsatt 
UDPGA kan skyldes at enzymet ansvarlig for glukuronidering av morfin til M3G og M6G, 
UDP-GT, også krever den eksogene kofaktoren alameticin for katalytisk aktivitet (Brandon et 
al. 2003).  
4.2 Esteraser involvert i hepatisk 
heroinmetabolisme 
Esteraseinhibitorer ble tilsatt i humant leverhomogenat og HLM for å forsøke å påvise hvilke 
esteraser som var aktive under metaboliseringen av heroin. Effekten av inhibitorene uttrykkes 
ved at nedbrytningen av heroin hemmes. Effekt ble påvist av Neostigmin og BNPP, som 
inhiberer henholdsvis AChE og CE.  
Resultatene indikerer at AChE er en viktig esterase involvert i human hepatisk 
heroinmetabolisme. Til vår kjennskap finnes det ikke tidligere publiserte studier som 
indikerer tilstedeværelse av AChE i human lever, og deteksjon av AChE-involvering i 
heroinmetabolisme var derfor et uventet funn. For å utelukke feilkilder ble stam- og 
bruksløsninger av AChE-inhibitoren Neostigmin laget av ulike personer på ulike 
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forsøksdager. I tillegg ble rekkefølgen av inhibitorene brukt i studien variert for å unngå 
følgefeil. Ingen feil i studieoppsettet ble funnet. 
Levervevet benyttet i studien ble ikke perfundert før homogenisering, og inneholdt derfor 
blod. En mulig forklaring på påvist AChE-aktivitet i leverhomogenat kan derfor være at 
AChE-aktiviteten stammet fra blodet, fordi AChE er en kjent komponent i humant blod (Li et 
al. 2005). En alternativ forklaring kan være at Neostigmin ikke er spesifikk nok til at effekten 
som ble påvist nødvendigvis skyldes inhibering av AChE. Neostigmin er en potent inhibitor 
av AChE, men noen studier har vist at Neostigmin også kan inhibere BChE (Atack et al. 
1989; Todrick 1954). AChE er mer sensitiv for hemming, og inhiberes derfor ved lavere 
Neostigmin-konsentrasjoner enn BChE (Yang et al. 1996). Hvorvidt spesifisiteten til 
Neostigmin endres med konsentrasjon og om dette kan være årsaken til observert AChE-
aktivitet i human lever krever videre studier. Dette er et generelt problem ved bruk av 
esterasehemmere, se introduksjonen kap. 1.4.  
På grunnlag av at nivået av CE (Berry et al. 2009; Hauan 2014; Taketani et al. 2007) og 
BChE (Berry et al. 2009) i human lever og rottelever er beskrevet å være høyt, var det 
forventet å påvise CE og BChE som esteraser involvert i human hepatisk heroinmetabolisme. 
CE-inhibitoren BNPP hadde signifikant effekt på heroinmetabolisme, men effekt av BChE-
inhibitorene Iso-OMPA og Ethopropazin ble derimot ikke påvist i leverhomogenat. En mulig 
forklaring på at BChE ikke ble identifisert som aktiv esterase kan blant annet skyldes 
varierende inhibitorspesifisitet mellom arter (Andersen et al. 1977). Slik artsvariasjon i 
inhibitorspesifisitet for esteraser er også en mulig årsak til at AChE-inhibitoren BW284c51 
ikke viste effekt, selv om aktivitet av AChE ble indikert av Neostigmin.   
Denne oppgaven har studert bidraget fra AChE, BChE og CE til human hepatisk 
heroinmetabolisme, men vi kan ikke utelukke involvering av andre enzymer. For eksempel er 
albumin og paraoksonase enzymer med esteraseaktivitet som potensielt kan bidra til 
omdannelse av heroin. Paraoksonase har blitt identifisert i human lever, mens både 
paraoksonase og albumin er tilstede i humant blod (Klaassen et al. 2008; Li et al. 2005).  
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Er esteraser involvert i heroinmetabolisme tilstede i human 
levermikrosomfraksjon? 
AChE og CE ble identifisert som viktige esteraser involvert i heroinmetabolisme, både i 
studier med humant leverhomogenat og HLM. I HLM viste Neostigmin og BNPP inhibering 
av esteraser ved begge testkonsentrasjoner (10 og 100 µM, se Figur 3.6 og 3.8), samt at effekt 
av BChE-inhibitoren Iso-OMPA ble påvist (100 µM, se Figur 3.7). 
Det faktum at AChE ble påvist som aktiv esterase i HLM, i tillegg til i leverhomogenat, bidrar 
til å underbygge antagelsen om at AChE deltar i human hepatisk heroinmetabolisme. HLM 
skal ikke inneholde blod, derfor kan vi trolig utelukke at AChE-aktivitet i humant 
leverhomogenat skyldtes tilstedeværelse av AChE i humant blod.       
Iso-OMPA viste også effekt på omdannelse av heroin i HLM, noe som indikerer at BChE er 
involvert i human hepatisk heroinmetabolisme. Selv om Iso-OMPA ofte betraktes som en 
spesifikk BChE-inhibitor (Giacobini et al. 2002; Koelle et al. 1974; Li et al. 2000; Thomsen et 
al. 1991), har den også vist inhibering av CE (Chambers et al. 1991; Chanda et al. 1997; 
Grubič et al. 1988; Maxwell & Brecht 2001). Den påviste effekten av Iso-OMPA kan derfor 
skyldes inhibering av CE, og ikke BChE som først antatt.  
Våre studier av heroinmetabolisme i leverhomogenat og HLM ga svært sammenfallende 
resultater: i løpet av sekunder ble heroin omdannet til 6-MAM, som langsommere ble brutt 
ned til morfin (se Figur 3.1, 3.5, og 3.9). Resultatene indikerer at AChE og CE er de viktigste 
esterasene ansvarlig for nedbrytning av heroin i human lever, da aktivitet av begge esterasene 
indirekte ble påvist både i leverhomogenat og HLM. HLM består av ER fra hepatocytter, 
dermed indikerer resultatene at viktige heroinmetaboliserende enzymer er lokalisert i ER. 
Kvantitativt bidrag fra esteraser lokalisert i ER til hepatisk heroinmetabolisme kan derimot 
ikke estimeres uten å gjøre forsøk med andre leverfraksjoner. For eksempel kan cytosol og 
S9-fraksjonen være interessante cellefraksjoner for videre studier av enzymaktivitet.            
Som følge av at HLM er et konsentrert ekstrakt fra homogenisert levervev, må 
sammenlikninger av enzymaktivitet og farmakokinetikk mellom HLM og leverhomogenat 
gjøres med varsomhet. Konsentrasjonen av enzymer er kunstig høye i mikrosomer 
sammenliknet med leverhomogenat, samt at isolering av HLM innebærer eliminering av 
cellulære interaksjoner med for eksempel andre enzymer, kofaktorer og cellulære 
komponenter. Som beskrevet i introduksjonen (se kap 1.5) har HLM trolig redusert in vivo-
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relevans sammenliknet med homogenisert levervev (Brandon et al. 2003), selv om 
homogenisering også involverer destruering av celle- og vevsstruktur. Årsaken til at vi likevel 
benyttet HLM for studier av heroinmetabolisme er at HLM også har mange fordeler som in 
vitro-modell. HLM er enklere å arbeide med, faren for smitte er mindre, samt at HLM er 
lettere å anskaffe og er mindre kompliserte sammenliknet med homogenisert levervev 
(Brandon et al. 2003). På grunn av at resultatene fra forsøkene med leverhomogenat og HLM 
viste såpass god overensstemmelse i heroinmetabolisme vil HLM kunne erstatte 
leverhomogenat i videre studier av human hepatisk heroinmetabolisme, dog forbehold må tas 
med hensyn til ekstrapolering.  
4.3 Studier av heroinmetabolisme med humant 
materiale vs. rottevev  
Tidligere studier av heroinmetabolisme har hovedsakelig blitt utført med forsøksdyr som 
rotter og mus. Farmakokinetiske og farmakodynamiske resultater fra studier med forsøksdyr 
kan ikke direkte relateres til menneske som følge av artsvariasjoner i metabolisme og 
distribusjon av heroin. 
Resultatene fra studier av heroinmetabolisme i humant leverhomogenat og HLM antyder rask 
omdannelse av heroin. In vitro T1/2 til heroin i homogenat av perfundert rottelever ble funnet å 
være 33 sekunder (Hauan 2014, se kap 6.3), dvs ~7 x langsommere enn i humant 
leverhomogenat (T-test p<0,001) (se kap. 6.3). Omdannelse av 6-MAM fremstår også som 
betydelig langsommere i homogenat av rottelever da T1/2 for 6-MAM ble funnet å være > 8 
minutter (se kap. 6.3), som tilsvarer 36 x langsommere sammenliknet med humant 
leverhomogenat. Våre studier antyder derfor at human lever metaboliserer heroin raskere enn 
rottelever. Ulik effektivitet av hepatisk heroinmetabolisme kan skyldes artsvariasjoner i 
esteraseaktivitet. 
På tross av at våre resultater ikke indikerer involvering av BChE i human hepatisk 
heroinmetabolisme antyder Berry et al (2009) tilstedeværelse av BChE i human lever. Høyere 
BChE- og CE-aktivitet i human lever sammenliknet med rottelever (Berry et al. 2009; 
Taketani et al. 2007) kan være årsaken til at human lever fremstår som mer effektiv for 
heroinmetabolisme sammenliknet med rotterlever. Studier med andre humane organer kreves 
for å kartlegge leverens kvantitative bidrag til in vivo human heroinmetabolisme.    
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Studier antyder at det også eksisterer store artsforskjeller i heroinmetabolisme mellom humant 
blod og rotteblod. In vitro T1/2 til heroin i humant blod er funnet å være mye lenger enn i 
rotteblod (Cohn et al. 1973; Oldendorf & Stoller 1989; Umans et al. 1982). Umans et al. 
(1982) fant en in vitro T1/2 til heroin på 23 sekunder i rotteblod, som tilsvarer 60 x raskere enn 
i humant blod (se kap. 6.2). Den betydelige artsforskjellen i hastigheten på heroinmetabolisme 
i blod mellom rotter og mennesker kan skyldes høyere plasma-esteraseaktivitet hos rotter 
sammenliknet med mennesker som følge av tilstedeværelse av CE i rotteblod (Bahar et al. 
2012; Li et al. 2005).  
Våre resultater underbygger ytterligere hypotesen om at det eksisterer store artsforskjeller i 
heroinmetabolisme mellom mennesker og forsøksdyr. På tross av forskjellige in vitro 
halveringstid i blod og leverhomogenat har in vivo-halveringstid til heroin i gnagere og 
mennesker vist seg å være bemerkelsesverdig lik, på ca 2,5 – 4 minutter (Boix et al. 2013; 
Gottås et al. 2013; Rook et al. 2006b; Way et al. 1960). Som følge av tilsvarende in vivo 
halveringstid for heroin hos rotter og mennesker er rotter verdifulle forsøksdyr i studier av 
heroinmetabolisme, hovedsakelig for in vivo studier. Våre studier indikerer at leveren har 
svært effektiv omdannelse av heroin sammenliknet med blod hos mennesker, da in vitro T1/2 
til heroin i humant leverhomogenat er funnet å være 276 x raskere enn i humant blod (Welchs 
t-test p=0,002) (se kap. 6.2). Studier utført på vårt laboratorium har antydet at rotteblod og 
rottelever har tilnærmet lik in vitro T1/2 for heroin (upubliserte resultater). 
Ulemper ved bruk av rotter som forsøksdyr i studier av heroinmetabolisme er blant annet at 
artsforskjellene i forekomst av esteraser i ulike vev og organer kan resultere i ulik 
vevseksponering for heroin og heroin-metabolitter, som igjen kan forårsake forskjellige 
farmakologiske effekter og toksisitet av heroin etter administrering. Rotter brukt i forskning 
er også ofte innavlet, og fanger dermed ikke den genetiske variasjonen som eksisterer i den 
humane populasjonen. Studiene gjort i denne masteroppgaven unngår komplekse 
problemstillinger relatert til artsvariasjoner og ekstrapolering da forsøksmaterialet er humant, 
men in vitro studier med humant materiale gir likevel ikke resultater som er direkte 
overførbare til in vivo human heroinmetabolisme.   
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4.4 Interindividuell variasjon i heroinmetabolisme 
Kinetiske parametere er viktige verktøy for sammenlikning av heroinmetabolisme mellom 
ulike pasienter (se Tabell 3.4). Interindividuell variasjon i metabolisme kan ha mange årsaker, 
blant annet genetikk, alder, kjønn, sykdom eller livsstil (Liederer & Borchardt 2006). 
Individuell variasjon i esteraseaktivitet kan forårsake ulike farmakologiske effekter og 
toksisitet av heroin hos mennesker.  
Rook et al. (2006b) observerte betydelige individuelle variasjoner i kinetiske parametere in 
vivo hos inhalerende og injiserende heroinister, men konkluderte med at variasjonene ikke 
skyldtes kausalitet mellom genetiske variasjoner i esteraseaktivitet og interindividuelle 
variasjoner i farmakokinetikk. I denne masteroppgaven ble det benyttet levervev fra seks ulike 
personer i studier av heroinmetabolisme. Resultatene antydet forskjell i T1/2 mellom 
pasientene, hvor tre pasienter så ut til å ha raskere nedbrytning av heroin i leverhomogenat 
sammenliknet med de to andre (se Tabell 3.4). Antallet pasienter inkludert i studien er for lavt 
til å kunne fastslå om de observerte variasjonene i heroinmetabolisme mellom pasientene 
skyldtes individuelle faktorer. For å kunne trekke konklusjoner om individuell variasjon i 
enzymaktivitet påvirker metabolisme av heroin, og eventuelt på hvilken måte, må det 
inkluderes flere pasienter i videre studier.  
Årsaker til interindividuelle forskjeller i biotransformasjon er generelt vanskelige å 
identifisere. Levervevet brukt i denne oppgaven kan ha vært påvirket av sykdom og/eller 
medikamenter inntatt av pasientene, noe som må tas i betraktning ved tolkningen av 
resultatene. Medikamenter som metaboliseres av esteraser kan ha hatt innvirkninger på 
studiene i denne oppgaven, da det kan oppstå metning og/eller konkurranse om enzymene. 
Medikament-interaksjoner kan også forårsake enzyminduksjon og –inhibering. Dette er 
aktuelt for følgende medikamenter: Ultiva og Remifentanil som brytes ned av uspesifikke 
esteraser i blod og vev, Nimbex som har en metabolitt som brytes ned av plasmaesteraser, 
Glykopyrroniumbromid-neostigminmetylsulfat som kan fungere som en esterase-inhibitor, og 
Albumin Baxter da albumin er en kjent esterase (Li et al. 2005). Det vil si at alle pasientene 
(se Tabell 2.2) i større eller mindre grad var påvirket av medikamenter som potensielt kunne 
påvirke hepatisk heroinmetabolisme.  
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5 Konklusjon 
Tidligere studier av heroinmetabolisme har hovedsakelig blitt utført med forsøksdyr som 
rotter og mus. I denne masteroppgaven ble heroinmetabolisme studert i humane 
leverpreparater, og dermed unngås problemstillinger relatert til artsforskjeller i 
esteraseaktivitet. Resultatene fra våre studier indikerte at enzymer i leverpreparatene 
katalyserte omdannelse av heroin svært effektivt da halveringstiden til heroin ble funnet å 
være 5 og 10 sekunder i hhv. humant leverhomogenat og humane levermikrosomer. 
Esterasene AChE og CE ble identifisert som de viktigste enzymene involvert i 
deacetyleringen av heroin i humane leverpreparater. Sammenlikning av T1/2 til heroin med 
tidligere in vitro studier av humant blod og homogenat av rottelever antydet at human lever 
har betydelig større kapasitet til å metabolisere heroin. Til tross for forskjeller i 
esteraseaktivitet i ulike vev hos forsøksdyr og menneske har studier vist at in vivo T1/2 til 
heroin er tilnærmet lik hos gnagere og menneske. Rotter kan derfor være en god dyremodell 
for studier av in vivo heroinmetabolisme, som av etiske årsaker er utfordrende å gjennomføre 
med mennesker. For studier av in vitro human hepatisk heroinmetabolisme fremstår humane 
levermikrosomer som en god in vitro-modell, da metabolisme av heroin samsvarte i stor grad 
mellom humane levermikrosomer og humant leverhomogenat. Dette kan også indikere at 
viktige heroinmetaboliserende enzymer er lokalisert i endoplasmatisk retikulum. Detaljert 
kunnskap om human heroinmetabolisme kan være av stor betydning for utvikling av ny 
farmakoterapi for heroinavhengighet og –overdose.  
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6 Vedlegg 
6.1 LC-MS/MS-betingelser 
Væskekromatografi-betingelser:  
Pumpe: Waters alliance 2695 HPLC Pumpe 
Injeksjonsvolum: 10 µL 
Mobilfase: Metanol (A), 5 mM ammoniumformatbuffer, pH 3,1 (B) (se Tabell 6.1) 
Kolonne: XTerra® MS C18 3,5 µm (2,1 mm x 150 mm) 
Strømningshastighet: 0,2 mL/min 
Kolonnetemperatur: 50 ˚C 
Kjøretid: 16 min 
Software: Mass Lynx 
Tabell 6.1: HPLC pumpegradient tidstabell  
Tid (min)  A %  B %  Strøm (mL/min) 
0,00  3,0  97,0  0,200  
8,00  60,0  40,0  0,200  
10,00  60,0  40,0  0,200  
10,00  3,0  97,0  0,300  
16,00  3,0  97,0  0,300  
 
MS/MS-betingelser: 
MS-deteksjon: Quattro Premier XE tandem kvadrupol MS 
Ionisering: Elektrospray i positiv modus (ESI+) 
Kvantifisering: MRM (multiple reaction monitoring) 
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Ionekildetemperatur: 120 °C 
Kapillærspenning: 2 kV 
Conegass: N2, 400 °C, 50 L/h strømningshastighet 
Tørkegass: N2, 900 L/h strømningshastighet 
Kollisjonsgass: Argon 
Kollisjonscelletrykk: 3,5*e-3 mbar 
Tabell 6.2: LC-MS/MS-metode 
 
Internstandard tilsettes for at det skal være mulig å korrigere for endringer i de 
kromatografiske betingelsene, massetap og fortynningseffekter under prøveopparbeidelse og 
variasjoner i det injiserte volum. 
Substans  Rt  
(min)  
MRM 1  
(m/z)  
MRM 2  
(m/z)  
Cone-
spenning (V)  
Kollisjons-
energi (eV)  
M3G  
 
2,7  462,0 >286,0  462,0 >268,0  45  30/30  
M6G 
 
4,1 462,0 > 286,0 462,0 >268,0 45 30/30 
Morfin 3,5  286,0 >201,0   45 
 
20 
6-MAM  
 
8,1  328,0 >211,0   45 25 
Heroin  9,9  370,0 >268,0   50  30 
 
Normorfin 
 
3,1 272,0 >165,0 272,0 >201,0 45 35/25 
Internstandard  
 
     
M3G-d3  
 
2,7  465,0 > 289,0   50 30 
M6G-d3 
 
4,1 465,0 > 289,0  50 50 
Morfin-d6  
 
4,6  292,0 > 201,0   45 25 
6-MAM-d6  
 
8,2 334,0 > 211,0   45  25 
Heroin-d9  
 
9,9  379,0 > 272,0   45 28 
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6.2 Data fra studier med humant blod 
Tidligere studier i vår forskningsgruppe har undersøkt halveringstider av heroin i humant 
fullblod (upubliserte resultater). Resultatene presenteres i Tabell 6.4. Dataene ble inkludert for 
å kunne gjøre statistisk sammenlikning mellom T1/2 for heroin i humant leverhomogenat og 
T1/2 for heroin i humant blod. 
Blodet ble donert fra friske voksne mennesker av begge kjønn. Metoden er tilsvarende som 
for «Heroinmetabolisme i humant leverhomogenat» (se kap 2.4.1), med unntak av at 
sluttkonsentrasjon for heroin var 0,4 µM (n = 5).  
Tabell 6.4: Kinetikkdata fra studier med humant blod, n = 5. 
 
 
 
 
 
 
 
Dose 
(µmol) 
T1/2 Heroin 
(min) 
4,80E-05 17,60 
4,80E-05 30,46 
4,80E-05 25,69 
4,80E-05 15,45 
4,80E-05 24,99 
   
Gj.snitt 
 
 22,8 
St.avvik  6,2 
SEM  2,8 
n  5 
 
6.3 Data fra studier med perfundert rottelever 
Hauan (2014) utførte studier av heroinmetabolisme i perfundert rottelever, resultatet er 
presentert i Figur 6.1. Dataene ble inkludert for å kunne gjøre statistisk sammenlikning 
mellom T1/2 til heroin i humant leverhomogenat og i perfundert rottelever 
Metoden var den samme som i «Heroinmetabolisme i humant leverhomogenat» (se kap. 
2.4.1), med unntak av at levervevet var perfundert og fortynnet 1:2 med PBS-buffer. 
Suttkonsentrasjonen til heroin var 0,4 µM, n = 4.  
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Figur 6.1: Konsentrasjonskurver for omdannelse av heroin til 6-MAM og morfin fra studier med perfundert 
rottelever.  
Dataene fra Hauans (2014) studie ble brukt for kalkulere halveringstid for heroin og 6-MAM i 
perfundert rottelever (Tabell 6.5). 
Tabell 6.5: Kinetikkdata fra studier med perfundert rottelever, basert på data fra Figur 6.1. 
 T1/2 Heroin (sek) T1/2 6-MAM (sek) 
41,56 459,40 
25,23 434,55 
33,78 537,07 
29,81 557,12 
  
Gj. snitt 32,60 497,04 
SD 6,92 59,25 
SEM 3,46 29,63 
n 4 4 
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